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Seminal plasma levels added to a Tris-based diluent for refrigerated sheep 
semen: results of the hyposmosis test and pregnancy rate 
 
Abstract. The works objective was compared the results of hypo-osmotic swelling (HOS) test and 
pregnancy rate when different levels of seminal plasma (SP) were added to a Tris extender for cooled ram 
semen.  The SP and 16 ejaculates were obtained from three high fertility adult Corriedale rams during the 
breeding season.  Each ejaculate was divided into: a) Fresh semen (FS) used during an hour after 
collection; b) Tris (T); c) Tris + 30%  (T+30) and d) Tris + 50% (T+50) of SP.  Samples were challenged to 
HOS test before diluted and after 2 and 24 h after cooling process began. Nulliparous, Corriedale ewes 
with estrus synchronized were cervically inseminated with 0.2 mL containing 2 x 108 spermatozoa of: FS 
(n = 22), T (n = 28), T+30 (n = 31), T+50 (n = 30).  Pregnancy rate was determined by ultrasound. The 
extender (P=0.002) influenced the response of the HOS test.  At 2 and 24 h in T+30 and T+50 were 
observed higher percentages (P < 0.05) of swollen spermatozoa than FS, respectively.  Pregnancy rate was 
affected by the extender (P=0.03).  Pregnancy rates obtained with FS (87%) and with T+30 (81%) were 
higher (P<0.05) than those obtained with T (58%) y T+50 (54%). The addition of 30% but not 50% of ram 
SP to a Tris extender prevents the decrease in pregnancy rate when semen is stored at 5°C during 24 h 
before cervical AI.   
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Resumen. El estudio consistió en comparar resultados del test de endósmosis (HOS) y la tasa de preñez 
cuando se agregó 30% o 50% de plasma seminal (PS) a un diluyente a base de Tris para semen ovino 
refrigerado.  El PS y 16 eyaculados fueron obtenidos de tres carneros. Cada eyaculado fue dividido en: a) 
Semen fresco (SF); b) Tris (T); c) Tris + 30% (T+30), y d) Tris+50% (T+50) de PS.  Las muestras fueron 
desafiadas al HOS antes de ser diluidas y a las 2 y 24 h después de refrigeradas.  Se inseminaron 
cervicalmente 113 ovejas con 0.2 mL y aproximadamente 2 x 108 espermatozoides de: SF (n = 22), T (n = 
28), T+30 (n = 31) y T+50 (n = 30).  El SF fue utilizado dentro de la primera hora y las otras alícuotas 
después de 24 h de refrigeración.  El diluyente modificó la respuesta al HOS (P=0,002).  En las muestras 
T+30 y T+50 a las 2 y 24 h se observaron mayores proporciones de espermatozoides reaccionando 
positivamente que en el SF (P < 0.05).  La tasa de preñez fue afectada por el diluyente (P=0.03), las 
obtenidas con SF (87%) y T+30 (81%) fueron mayores (P<0.05) que las obtenidas con T (58%) y T+50 
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(54%).  Se concluye que el agregado de 30% pero no de 50% de PS a un diluyente a base de Tris para 
semen ovino refrigerado mejora la tasa de preñez, sin embargo, estos resultados no se relacionan con los 
observados al test de HOS. 
 




La inseminación artificial (IA) cervical con 
semen fresco ha sido utilizada en Uruguay desde 
la década de 1940, siendo uno de los primeros 
países de la región en utilizarla en grandes 
rebaños ovinos. Sin embargo, cuando se utiliza 
con semen congelado, las tasas de preñez son 
bajas. El semen refrigerado puede ser una 
alternativa ya que se obtienen mejores tasas de 
preñez, sin embargo, los resultados obtenidos 
siguen siendo menores que con semen fresco 
(Maxwell and Salamon, 1993).  
La información sobre el efecto del agregado 
de plasma seminal (PS) al semen refrigerado del 
carnero es escasa.  Sin embargo, resultados 
previos de nuestro equipo demuestran ventajas 
cuando se agrega 30% de PS en el diluyente del 
semen ovino refrigerado (López-Pérez and Pérez-
Clariget, 2012).  Tomando en cuenta que la 
absorción por la superficie del espermatozoide 
de las proteínas del PS que restauran los daños 
del choque frio es dependiente de la concen-
tración de las mismas (Pérez-Pé et al., 2001), en el 
presente trabajo se desafió la hipótesis de que 
aumentando la proporción de PS en el diluente 
para refrigerar semen de carnero, mayor 
proporción de espermatozoides reaccionarían 
positivamente al test de HOS y se obtendrían 
mayores tasas de preñez utilizando IA cervical. 
El objetivo del trabajo fue comparar los 
resultados al test de HOS y tasa de preñez de 
semen de carnero refrigerado a 5 °C durante 24 h 
previo a su uso para IA cervical cuando se 
agregó 30% o 50% de PS a un diluyente a base de 
Tris-yema de huevo. 
 
Materiales y Métodos 
 
Localización y animales  
El presente trabajo fue realizado en la Estación 
Experimental Bernardo Rosengurtt, Facultad de 
Agronomía, Uruguay (Latitud 32 º 35 ´S) durante la 
estación reproductiva (abril; horas luz promedio: 
11 h 6 m). El semen fue colectado de tres carneros 
Corriedale adultos que fueron seleccionados en 
base a los resultados de IA con semen fresco del 
servicio del año anterior (> 65% tasa de preñez a 
primer servicio). Dos meses antes de la IA, los 
carneros fueron evaluados andrológicamente y se 
les aumentó  su plano nutricional.  Se insemi- 
naron 113 ovejas Corriedale, nulíparas, con un 
promedio de 18 meses de edad y cuyos pesos eran 
43.25 ± 0.41 Kg (media ± eem). Todos los 
procedimientos fueron realizados siguiendo las 
recomendaciones del Comité de Experimentación 
Animal, Universidad de la República (UdelaR). 
Colección y evaluación del semen  
El semen fue colectado con vagina artificial y 
una oveja como maniquí, en un galpón para 
manejo de animales.  Inmediatamente después de 
colectado, cada eyaculado fue colocado en un baño 
maría a 35 ºC. Dentro de los primeros 10 min. 
después de la colección, se determinó el volumen, 
la motilidad y la concentración espermática.  La 
motilidad fue estimada subjetivamente utilizando 
un microscopio de contraste de fases a 400x en una 
muestra del eyaculado (3 µL) diluido en Tris (8 µL) 
utilizando porta y cubre previamente calentados y 
colocados sobre una platina caliente para su 
evaluación.  La concentración espermática de cada 
eyaculado fue determinada utilizando una cámara 
de Neubauer.  Sólo se utilizaron eyaculados cuyos 
volúmenes eran  ≥ 0.8 ómL, su motilidad  ≥ 70%, y 
la concentración espermática ≥ 2 x 109 esperma-
tozozoides/mL.  Una muestra (10 µl) de cada 
eyaculado fue utilizada para el test de HOS 
(Jeyendran et al., 1984).  
Test de HOS  
Una muestra de eyaculado fue incubada 
durante 30 m en 300 µL de una solución hipotónica 
de 100 mOsm kg-1 (9 g fructosa, 4.9 g citrato 
trisódico, agua destilada hasta 1000 mL). 
Posteriormente, se agregaron 10 µL de solución 
salina de formaldehido para detener el proceso y 
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fijar a los espermatozoides. Se tomó una muestra 
de 4 µL de la solución final, y se observaron 150 
espermatozoides a 400x por el mismo técnico 
entrenado.  Los resultados se expresan como la 
proporción de espermatozoides que reaccionaron 
positivamente al test de HOS y se observaron con 
torsión de la cola.  
Procesamiento de semen, diluyente y preparación 
del plasma seminal  
Cada eyaculado fue dividido en cuatro 
alícuotas y diluido a una concentración de 1 x 109 
spermatozoa/mL en: a) Semen fresco (SF): esta 
alícuota fue utilizada para IA durante la primera 
hora de obtenida; b) Diluyente TRIS-yema de 
huevo (30.28 g TRIS, 17 g ácido cítrico, 12.5 g 
fructosa, 1 000 000 IU penicilina, 1 g estreptomicina 
por 1 000 mL de diluyente más 20% de yema de 
huevo);  c)  TRIS  + 30% PS de carnero (T + 30);  y 
d) TRIS + 50% (T + 50).  Todos los reactivos 
utilizados fueron obtenidos en Sigma Chemical 
Co (St. Louis, MO, USA).  Los diluyentes fueron 
preparados antes de que el experimento 
comenzara y fueron conservados en microtubos de 
3 mL a -20ºC.  Cada día antes de utilizar los 
diluyentes, se descongelaba un microtubo de cada 
uno de ellos y se colocaban en el  baño maría  a 
35ºC.  A esta temperatura el semen fue diluido en 
cada diluyente y las alícuotas diluidas fueron 
colocadas en baño maría a 35ºC  durante 30 m y 
luego mantenidas en refrigerador para alcanzar 
los 5ºC en 60 m.  Estas muestras fueron utilizadas 
para inseminar las ovejas después de 24 h.  
Tres semanas antes de que el experimento 
comenzara, el PS fue colectado de los mismos 
carneros por el mismo procedimiento utilizados 
para la IA.  Volúmenes iguales de los eyaculados 
fueron centrifugados a 3 000 g durante 10 m y el 
sobrenadante retirado y nuevamente centri-
fugado.  El PS obtenido fue examinado en micro-
scopio de contraste de fase para confirmar la 
ausencia de espermatozoides en el mismo.  Para 
evitar cualquier posible efecto del día de colección 
en la composición del PS, una alícuota de PS 
obtenida cada día fue mezclada antes de preparar 
los diluyentes finales.  El diluyente fue preparado 
en una sola ocasión y almacenado en  microtubos  
a -20 °C antes de ser utilizado.  
Diseño experimental; sincronización de estros e 
inseminación artificial  
Se utilizaron un total de 16 primeros 
eyaculados (6, 5 y 5 eyaculados de los carneros A, B 
y C, respectivamente) y una alícuota de cada 
eyaculado fue utilizada en cada tratamiento. A 
todas las ovejas se les sincronizó el estro con 
esponjas intravaginales conteniendo 50 mg de 
acetato de medroxiprogesterona (Laboratorio 
Universal, Montevideo, Uruguay) las que fueron 
retiradas 12 d después.  Posteriormente al retiro de 
las esponjas, se detectó el estro  cada 12 h  durante 
5 d, utilizando 8-10% de carneros vasectomizados 
pintados en el pecho.  Estos carneros fueron 
evaluados previamente para confirmar la ausencia 
de espermatozoides en el fluido seminal.   Una  
marca clara en la grupa de la oveja fue considerada 
como signo de estro.  Las ovejas fueron asignadas 
al azar a uno de  los siguientes tratamientos:  Tris 
(n = 28),  T + 30  (n = 31),  T + 50  (n =3 0)  o  SF 
(n = 22).  La IA cervical se realizó 12 h después de 
detectado el estro utilizando un vaginoscopio 
provisto de una fuente de luz y una pistola 
multidosis (Instrumentos Veterinarios Walmur, 
Montevideo, Uruguay).  De cada alícuota de los 
eyaculados, se utilizaron 0.2 mL conteniendo 
aproximadamente 2 x 108 espermatozoides.  
Evaluaciones 
Una muestra de SF (tiempo 0) y una de cada 
tratamiento fueron desafiadas al test de HOS a 
las 2 y 24 h de iniciado el proceso de 
refrigeración.  El diagnostico de gestación fue 
realizado utilizando ultrasonografía transrectal 
(Aloka Prosound 2, Aloka Co., Ltd., Tokio, 
Japón, con sonda de 7.5 mhz) a los 30 d de la IA.  
Análisis estadístico  
Los datos fueron analizados utilizando el 
paquete estadístico SAS.  El diseño experimental 
fue de parcelas  divididas.  Los resultados del 
test de HOS fueron analizados utilizando un 
análisis de medidas repetidas usando el 
procedimiento MIXED, con el tiempo como 
factor de repetición.  El modelo incluyó el 
tratamiento  (SF, Tris, T + 30 y T + 50),  el  tiempo 
en  que  la  evaluación se  realizó  (0, 2 y 24 h) y 
la  respectiva interacción  como  efecto  fijo,  y  el 
carnero y el eyaculado como efectos aleatorios.  
La separación de medias cuando el efecto 
principal fue  significativo se realizó utilizando 
el test de Tukey.  Los datos de tasa de preñez 
fueron analizados utilizando un modelo lineal 
generalizado (procedimiento GENMOD) 
especificando la distribución binomial de la 
variable de respuesta y la transformación logit 
de los datos.  El modelo incluyó el efecto del 
tratamiento como efecto fijo.  También se analizó 
en forma independiente el efecto del carnero 
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sobre la tasa de preñez.  Los datos se presentan 
como la media ± error estándar.  Las diferencias 
entre los efectos principales fueron consideradas 




Los resultados del test de HOS fueron influ-
idos por el tratamiento (P = 0,04), la media general 
de espermatozoides sin daño en las alícuotas 
diluidas en Tris (62.18 ± 3.26%) fue menor que en 
las diluidas en T + 30  (69.27 ± 3.25%; P = 0.04) y 
T + 50 (71.09 ± 3.3%; P = 0.02) (Tabla 1).  No se 
encontró efecto del tiempo (P = 0.29), pero la 
interacción  diluyente  y  tiempo fue  significativa 
(P = 0.004).  La respuesta al test de HOS durante la 
refrigeración difirió entre tratamientos, el diluyente 
Tris no pudo impedir la diminución de los 
espermatozoides reaccionando positivamente al 
test de HOS a las 24 h de refrigeración (P < 0,05), 
mientras que el agregado de PS al diluyente 
previno  (P >  0,1)  la  caída  (T  +  30)  o  aumentó 
(P > 0,05) la presencia de espermatozoides que 
reaccionaron positivamente (T + 50) a las 24 h.  
La media general de preñez fue 73.8%. No 
hubo diferencias entre carneros (P = 0.3), las tasas 
de preñez con SF de los tres carneros fue mayor 
80%, confirmando la alta fertilidad de los mismos.  
La tasa de  preñez fue influida por el diluyente 
(P = 0.02), los valores más altos (P<0.05) fueron 
obtenidos con SF y T + 30, mientras que las tasas 
más bajas de preñez fueron obtenidas con T y T + 50 




Tabla 1 Proporción de espermatozoides que reaccionaron positivamente al test de HOS (medias ± ee) 
en alícuotas de semen fresco (SF) y semen diluido en Tris o en Tris + 30% (T + 30) o 50% (T + 
50) de plasma seminal de carnero y refrigerado a 5°C durante 2 o 24 h. 
Diluyente Semen Fresco Semen refrigerado 
 0 h 2 h 24 h 
Tris 65.29 ± 4.24b 66.74 ± 4.47b 54.50 ± 4.14c 
T + 30 65.29 ± 4.24b 73.64 ± 4.35ba 68.88 ± 4.14b 
T + 50 65.29 ± 4.24b 69.38 ± 4.62b 78.59± 4.35a 
a,b,cLiterales diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (P<0.05). 
 
Tabla 2.   Tasa de preñez (%) obtenidas utilizando semen fresco o semen diluido en Tris, o Tris más 
30% (T + 30) o 50% (T + 50) de plasmas seminal de carnero y utilizado para inseminar 
cervicalmente ovejas nulíparas con estro sincronizado. 
Diluyente Tasa de Preñez 
Semen Fresco 87a (21/24) 
Tris 54b (15/28) 
T + 30 81b (25/31) 
T + 50 53b (16/30) 
a,bLiterales diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (P<0.05) 
Números entre paréntesis indican el número de ovejas preñada/número de ovejas inseminadas. 
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Discusión 
 
La tasa de preñez disminuye cuando las 
ovejas son inseminadas cervicalmente con semen 
refrigerado a 5° C (Maxwell y Salamon, 1993).  Sin 
embargo, el agregado de 30% de PS de carnero a 
un diluyente a base de Tris-yema de huevo 
previene el efecto negativo de la refrigeración 
sobre la fertilidad del semen de carnero (López-
Pérez y Pérez Clariget, 2012).  El presente trabajo 
confirma estos resultados. En efecto, cuando 30% 
de PS fue agregado al Tris, la tasa de preñez no 
difirió de la obtenida con SF.  Por otro lado, a 
pesar de la alta proporción de espermatozoides 
que reaccionaron positivamente al test de HOS en 
las alícuotas diluidas en T + 50 a las 24 h de 
refrigeración, no se evitó la caída de la tasa de 
preñez.  
El test de HOS evalúa la integridad funcional 
de las membranas espermáticas cuando los esper-
matozoides son desafiados a un medio hipo 
osmótico (Jeyendran et al., 1984; Ramu y 
Jeyendran, 2013).  Esta técnica se utiliza para 
identificar aquellos espermatozoides que presentan 
integridad de membrana.  Sin embargo, su valor 
para predecir la fertilidad es limitado (Vasan, 
2011).  Tartagni et al. (2002) publicaron que el valor 
de predicción del test de HOS para muestras con 
bajos valores (< 50%) es alta (94%), pero la 
capacidad de predicción baja (24%) cuando la 
muestra tiene valores normales.  En el presente 
trabajo, en las alícuotas diluidas en Tris la 
proporción de espermatozoides reaccionando 
positivamente al test de HOS fue menor a 55% y la 
tasa de preñez fue baja. Por otra parte, en las 
alícuotas diluidas con T + 30 y T + 50 la proporción 
de espermatozoides reaccionando positivamente al 
test de HOS fue >65% y la tasa de preñez fue 
diferente entre ambos tratamientos.  Aún más, el 
valor más alto fue logrado con el diluyente T + 50, 
pero la tasa de preñez fue más baja que con el T + 
30.   
 La fertilización requiere que la estructura de la 
membrana espermática esté íntegra, ésta sufrirá 
cambios en su superficie en el tracto genital 
femenino en el proceso conocido como capa-
citación (Leahy y Gadella, 2011). Espermatozoides 
con las membranas íntegras pero no bioquímica-
mente activas pierden la capacidad de fertilizar el 
ovocito (Gillan et al., 1997).  Es posible que falsos 
positivos en la lectura del test de HOS puedan 
explicar los resultados observados con el diluyente 
T + 50. Tartaglione y Ritta (2004) trabajando con 
semen de toro sugirieron que espermatozoides 
muy cercanos a perder la integridad de sus 
membranas podrían reaccionar positivamente al 
test de HOS e inducir a una sobre estimación del 
porcentaje de espermatozoides con integridad de 
membrana.  Nuestros resultados coinciden con los 
publicados por Rota et al. (1999) quienes repor-
taron diferencias en los resultados de semen al test 
de HOS entre toros que no se reflejaron en 
variaciones en la capacidad de fertilización in vitro. 
Por último, Boretto et al. (2002), encontraron 
diferencias en la fertilidad de carneros que no 
fueron explicadas por el comportamiento 
espermático al test de HOS.  
Es conocido que las proteínas del PS son 
absorbidas por la superficie del espermatozoide 
(Pérez Pe et al., 2001a) y que previenen el proceso 
de capacitación hasta que el semen es depositado 
en el tracto genital femenino.  En este, el 
espermatozoide debe sufrir los procesos de capa-
citación y reacción acrosómica como prerrequisito 
para que la fertilización tenga lugar (Aitken y 
Nixon, 2013). La capacidad del PS de prevenir o 
aún restaurar el daño producido por el choque frío 
está bien documentado (Muiño-Blanco et al., 2008; 
Barrios et al., 2000). Esta capacidad del PS varía a lo 
largo del año en carneros, presentando la máxima 
capacidad en otoño (Domínguez et al., 2008; Leahy 
et al., 2010). Aún más, la cantidad de PS agregada al 
diluyente, influye la capacidad de revertir el daño 
inducido por el choque frio (Pérez-Pé et al., 2001). 
El PS en el presente trabajo fue obtenido de 
carneros de alta fertilidad durante la estación 
reproductiva. Es posible que el PS utilizado tuviera 
un alto contenido de proteínas que pudieran ser 
absorbidas por la superficie del espermatozoide y 
restaurado el daño en las membranas espermáticas 
inducidas por el proceso de refrigeración 
explicando, al menos parcialmente, la alta 
proporción de espermatozoides reaccionando 
positivamente al test de HOS cuando éste fue 
diluido en T + 50. La capacitación y la reacción 
acrosómica deben ocurrir en una sincronía espacio-
tiempo que permita al espermatozoide fertilizar al 
ovocito (Muiño-Blanco et al., 2008). Si se produce 
una asincronía entre la capacitación y la ovulación 
porque el proceso de capacitación ocurre dema-
siado rápido o demasiado lento, la fertilización 
podría no ocurrir (Aitken y Nixon, 2013). La 
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capacitación en el tracto genital femenino involucra 
la disociación de proteínas que previenen los 
cambios prematuros en la superficie del 
espermatozoide (Aitken y Nixon, 2013). El 
incremento de la cantidad de proteínas disponibles 
del PS en el medio podría estimular la absorción de 
las mismas por parte de la superficie espermática 
lo que podría interferir de alguna manera con el 
proceso de capacitación del espermatozoide en el 
tracto genital femenino, disminuyendo la 
probabilidad de que la fertilización se produzca.  
En conclusión, el agregado de 30% de PS de 
carneros de alta fertilidad obtenido durante la 
estación reproductiva a un diluyente a base de 
Tris-yema de huevo previene la disminución de la 
tasa de preñez del semen refrigerado a 5°C 
durante 24 h antes de ser utilizado para la IA cer-
vical. Sin embargo, aumentar al 50% el contenido 
de PS en el diluyente tiene un impacto negativo 
sobre la tasa de preñez, aunque mayor cantidad 
de espermatozoides reaccionan positivamente al 
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